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パクリタキセル耐性子宮体癌細胞株EI－TRxの樹立と
　　　　　　　　　　そのメカニズムの解析
惜 春　花 井　坂　恵　一一
東京医科大学産科婦人科学講座
【要旨】パクリタキセルは子宮体癌の化学療法において第一に選択される重要な抗癌剤の一つである
が、これに対する耐性の出現は癌治療上、大きな問題点となっている。本研究ではパクリタキセル耐性
獲得メカニズム解明を目指して、当教室にて樹立された子宮体癌EI細胞株へのパクリタキセル段階投
与法により、パクリタキセル耐性株EI－TRxを樹立した。　EI－TRxに対するIC50は親株であるEIと比べ
て46．8倍高値を示した。またEI－TRxはEIに比べ増殖能が低下、浸潤能が増加した。腫瘍マーカー産
生能ではTPA、　SLX及びLDHの上昇が認められた。耐性関連遺伝子についてはMDR－1発現の著しい
増加、及びClass　III　B－tubulinとBc1－2の発現増加、　BubRl発現の低下を認めた。抗癌剤交差耐性に関し
ては、Cisplatin、　Adriamycin、　Etoposideなどに耐性増強を認めた。パクリタキセル耐性株樹立により、
子宮体癌の抗癌剤耐性化に対する新たな治療戦略確立に向けた研究の進展が期待される。
はじめに
　近年、本邦における子宮体癌の割合は年々増加し
ている。化学療法は手術、放射線とともに癌治療の
三本柱の一つであり、その研究が進んできた。現在、
GOG（米国婦人科腫瘍グループ）で積み重ねられ
た臨床試験の結果、標準療法とされたのがパクリタ
キセル＋アドリアマイシン＋シスプラチン（TAP
療法）の3剤併用療法であったが、毒性が高いため
普及せず、臨床の場ではパクリタキセル＋カルボプ
ラチンの2剤併用療法が一般に用いられ、最近では
我が国でもドキソルビシン＋シスプラチン対パクリ
タキセル＋カルボプラチンの比較試験が始まってい
る。パクリタキセルは子宮体癌の化学療法において
キードラックの一つであるが、それに対する耐性の
出現は癌治療において大きな問題点となっている。
　パクリタキセルは西洋イチイ科の樹皮を原料とし
てM．Waniらにより1969年に発見されたタキサン
環を有するジテルペン誘導体で、タンパク質チュブ
リンに作用する新しい植物由来の抗癌剤である。微
小管はαチュブリンとβチュブリンの二つのサブユ
ニットが結合したヘテ回書量体を基本単位として構
成された円筒状に配列した中空のタンパク線維であ
り、核分裂の際に紡錘体を形成するだけではなく、
細胞骨格形成や細胞内情報伝達など生体の維持に欠
かせない役割を果たしている。パクリタキセルはp
チュブリンと結合し、微小管重合を促進・安定化す
る。すなわち、パクリコルヒチンやビンカアルカロ
イド系抗癌剤による微小管伸長阻害とは逆に、パク
リタキセルは微小管を極端に安定化させることによ
り細胞周期をM期で停止させ細胞障害性を発揮す
る。一方で、パクリタキセル耐性化のメカニズムは
未だ不明である。先行研究から、パクリタキセル耐
性は主に次に示す機構によると考えられている。す
なわち、1）膜輸送タンパク質発現の変化によるパ
クリタキセルの細胞外排出の増加；2）細胞内薬剤
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不活性化による解毒の増強；3）微小管のβチュブ
リンアイソタイプの発現変化によるパクリタキセル
の薬効の低下；4）アポトーシスを調節するタンパ
ク質の発現変化；5）紡錘糸形成チェックポイント
関連因子の発現変化による薬剤感受性の低下などで
ある。
　本研究では子宮体癌の化学療法において重要な抗
癌剤の一つであるパクリタキセルの耐性化克服を目
指して、当教室で樹立した子宮体癌細胞株EIを用
いてパクリタキセル耐性細胞株の樹立と、その耐性
獲得機構の検討を行った。
研究材料と方法
　1．パクリタキセル耐性株の作成
　当教室で樹立した子宮体癌細胞株Ell）用い、パ
クリタキセル処理濃度を段階的に増量する段階投与
法により、パクリタキセル耐性株の樹立を試みた。
段階投与法ではパクリタキセル濃度を0．Ol　nmol／1
より増殖能を目安として徐々に増量投与し、
20nmol／1まで増量した。培養液はDMEM／F　l　2（lnvi－
trogen　Corp．，　Carlsbad，　CA，　USA）を基礎培地とし・
100／o　fetal　bovine　serum　（FBS）　（SAFC　Biosciences，
Kansas，　USA）．　100　u／ml　penicillin．　100　pg／ml　strep－
tomycin（lnvitrogen）添加培地を使用し、37。Cと
5％CO2のインキュベータにて培養した。培地交換
は4－7日毎に行いconfluentになった状態で1：5の
split　ratioにて継代を行った。
　2．抗癌剤
　Paclitaxel（PTX）はSIGMA－ALDRICH　CORP．（St．
Loujs，　MO，　USA），　Cisplatin　（CDDP）．　Carboplatin
（CBDCA）．　Topotecan．　5－fluorouracil　（5－FU）　C　a　LKT
Laboratories．Inc．（Minneata，　USA）．Adriamycin　（ADR）．
Etoposide（VP－16）はBIOMOL　Research　Laboratories，
Inc．　（Plymous　Meeting，　PA，　USA）．　Docetaxel　（TXT）
はToronto　Research　Chemicals、　Inc．（North　York，　ON，
Canada）より購入し、実験に供した。
　3．　糸田上包土曽　直倉旨
　増殖能は増殖曲線を用いて検討した。対数増殖期
に入った培養細胞2×105個／2mlを直径35　mmの
plastic　dish上にて培養し、算定板を用いて細胞数を
1～3日ごとにll日計まで測定した。増殖曲線は
triplicateの平均細胞数を用いて作成した。
　4．細胞浸潤能
　マトリゲルTMインベージョンチャンバー（BD
Bioscienses，　California，　USA）を用いて、細胞浸潤能
を検討した。2×105cell／filter個の細胞をチャンバー
に加えた後、24時間培養し、浸潤した細胞をヘマ
トキシリンにて染色し、光学顕微鏡200倍で8視野
の細胞数を数え、平均値を浸潤細胞数とした。
　5．腫瘍マーカー産生能
　EI及びEI－TRxの細胞2×106個を5mlの培養液
に添加し4日間培養し、その培養上清中に放出され
たCA　I　25（carbohydrate　antigen　l　25）、　CA　I　9－9（car－
bohydrate　antigen　19－9）．　SLX　（sialyl　LeX－i）．　TPA
（tissue　polypeptide　antigen），　LDH　（lactate　dehydroge－
nase）をEIA、　RIA法及びJSCC標準化法より測定
した。
　6．　RT－PCR
　RNA抽出試薬ISOGE：N（NipPon　Gene，　Tokyo，　Ja－
pan）を用いてR：NAを抽出し、トータルRNA量
1．0μ9を用い、High　Capacity　cDNA　Reverse　Tran－
scription　Kit　（Life　Technologies　Corporation，　Califor－
nia，　USA）により逆転写を行い、　cDNAを作成した。
　7．　Real－time　PCR
　Applied　Biosystems　Stepone　Real－Time　PCR　System
（Life　Technologies　Corporation）を用いて、耐性関連
因子の発現変化を検討した。MDR－1、　GSTπ、
TuBB3、　Bcl－2、　BubRlのプライマーはすべてLife
Technologies　Corporationより購入した。
　8．各抗癌剤の感受性
　各抗癌剤の感受性はCellTiter　96　Non－Radioactive
Cell　Proliferation　Assay　（Promega　Corporation，　Madi－
son，　WI，　U A）を用いた細胞障害度測定により決定
した。96we lのプレートに2×103個／0．lml／well濃
度の細胞及び各薬剤を添加し培養した。細胞培養4
日後に、Dye　Solutionを15μ1／we11添加し、2時間生
細胞と色素を反応させた。そして、Solubilization
Solution／Stop　Mixを100μ1／we11を添加し、24時間後
マイクロプレートリーダを用いて、波長570nmに
おける吸光度測定で比色定量法を行い生細胞数を定
量した。その50％細胞致死濃度（IC50）を各抗癌
剤の感受性とし、親株と比較した。すなわち、耐性
化細胞の抗癌剤耐性化の程度はパクリタキセル耐性
株の各種抗癌剤に対する耐性指数（耐性株IC50／親
株IC50）で評価した。検体はtriplicateで行い、平
均値±標準偏差値を用い比較検討した。各抗癌剤感
受性試験は3回行い再現性を確認した。
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結 果
　1．EI－TRx細胞株の樹立
　形態学：パクリタキセル耐性株EI－TRxは、位相
差顕微鏡下で類円形または楕円形を呈し、核は肥大
し多数の核分裂像を認めた（Fig．　D。電子顕微鏡像
による所見では細胞表面に多数の微絨毛を認め、細
胞質にはミトコンドリア、分泌小胞、リソソーム、
遊離リボゾームの拡張、及びゴルジ器、粗面小胞体
の数の増加、またグリコーゲン慰霊、脂肪霧粒を認
めた。核はクロマチン分布が不均一、そしてクロマ
チン凝縮による核膜の肥厚を認めた（Fig．2）。
　2．増殖能及び浸潤能
　EI－TRxの細胞数は培養後ll日目まで漸増し、
Fig．3に示すような増殖曲線が得られた。しかし親
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Fig．1　Morphological　features　of　paclitaxel　resistant　EI－TRx
　　　cells　by　phase　contrast　microscopy．　×　400　（O．M．）
株EIに比べ増殖能は低下を認めた（Fig．3）。一方、
浸潤能に関してはEI－TRxは、　EIに比べ2．2倍浸潤
能が増加した（Fig．4）。
　3．腫瘍マーカー産生能
　EI及びEI－TRxはそれぞれTPA産生量が13．4　U／し
と27．9U／しで約2．1倍、　SLX産生量が0．g　U／mしと
1．2U／mしで約1．4倍、LDH産生量は5．lU／しと9．2　U／
しで約1．8倍と、いずれも有意に増加した（Fig．5）。
しかし、CAI25とCAI9－9に関してはEI及びEI－
TRxともに測定感度以下を示した。
　4．耐性関連因子の発現変化
　EI及びEI－TRxのパクリタキセル耐性関連因子の
発現変化をrea1－time　PCRにて調べた結果、　EI－TRx
はEIに比べMDR－1因子の発現が著しく増加、
GSTπ、　TUBB3及びBcl－2因子の発現も増加を示し
た。しかし、BubRl因子の発現は低下を示した
（Fig．　6）0
　5．各抗癌剤に対する感受性
　各抗癌剤に対する感受性試験の結果、EI－TRxに
おけるIC50値は、　EIに比べすべて有意に高値を示
した（Table　l）。特に、　PaclitaxelとAdriamycinはそ
れぞれ46．8倍、52．1倍と高値を示した。
考 察
　婦人科悪性腫瘍における化学療法は、絨毛性疾患
に対するメソトレキセートの使用に始まる。化学療
法に高感受性の絨毛性疾患と異なり、他の婦人科領
域の悪性腫瘍では古典的な抗癌剤に対する感受性が
極めて低かった。1970年後半に登場したシスプラ
靖輪軸
ドー
E・uζ鞭灘．1r
Fig．2　Morphological　features　ofthe　EI－TRx　cells　by　electron　microscopy．　（left：　×4000　right：　×3000）
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Fig．3　Growth　curve　of　EI　and　EI－TRx　cell　lines
　　　Same　number　of　EI　and　EI－TRx　cells　were　implanted　at
　　　day　O．　Number　of　EI　cells　were　significantly　higher　than
　　　that　of　EI－TRx　cells　from　day　3　onward．　The　values　are
　　　means　±　S．D　ofthree　independent　experiments．　＊p〈O．05．
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Fig．4　lnvasive　ability　of　EI　and　EI－TRx　cell　lines
　　　We　cultured　2　×　105　cell／filter　of　EI－TRx　and　EI　cells　for
　　　24　hours，　then　the　numbers　of　stained　cells　were　counted
　　　in　8　visual　fields．　The　values　are　means±　S．D　of　three
　　　independent　experiments．　＊p〈O．05．
チンはアルキル化剤などの古典的な抗癌剤がほとん
ど有効でなかった卵巣癌に対して劇的な効果をもた
らしたが、耐性出現より併用療法、投与方法などの
検討がなされた。その流れの中で新しい抗癌剤の一
つであるパクリタキセルが開発され、婦人科領域で
の子宮体癌の割合の増加に伴って使用機会が増加し
てきた。現在、パクリタキセルは子宮体癌治療にお
いて重要な抗癌剤の一つであり、前治療を行ってい
雪
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Fig．5　Comparison　of　tumor　maker　levels　between　EI　and　EI－
　　　TRx　cell　lines
　　　Levels　of　tumor　markers　of　EI－TRx　cells　are　presented　as
　　　relative　values　to　those　of　the　EI　cells．　The　values　are
　　　means　±　S．D　of　three　independent　experiments．　＊p〈O．05．
ない子宮体癌の場合には奏功率が高い（シスプラチ
ン単二では奏功率は21％2）、パクリタキセル単剤で
は35．7％3））ことが報告されている。
　しかし、子宮体癌治療におけるパクリタキセル耐
性出現が報告され、新たな検討課題となっている。
そこで本研究ではパクリタキセル耐性化機構の解析
と抗癌剤耐性化克服法の検索を目的として、当教室
にて樹立した子宮体癌細胞株EIを用い、パクリタ
キセル耐性株の作成を試み、耐性株EI－TRxの樹立
に成功した。
　抗癌剤耐性のメカニズムとしては、基本的
に①細胞内薬剤の排出増加、②細胞内不活性化、
③標的物質の変異あるいは発現変化、④アポトー
シスを調節するタンパク質の発現変化などが挙げら
れる。
　そこでまず、細胞膜輸送関連遺伝子の発現につい
て検：討した。1976年Lingらは、抗癌剤耐性となっ
たチャイニーズハムスター由来の培養細胞の膜に高
発現する糖タンパク質の細胞膜薬剤輸送への関与に
より、癌細胞からの抗癌剤排出促進が起こり、抗癌
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Fig．6　Gene　expression　about　paclitaxel　resistance　in　EI　cells　and　EI－TRx　cells
　　The　MDR－1，　GSTz，　TUBB3，　Bcl－2　and　BUbRl　mRNA　levels　in　EI　cells　and　EI－TRx　cells．　The　mRNA　levels　were　ana－
　　　lyzed　with　real－time　PCR．　Expression　of　gene　MDR－1　changed　remarkably．　The　results　are　shown　with　log　value．　The
　　　values　are　means　±　S．D　ofthree　independent　experiments．　＊p〈O．05．
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Table　1　Relative　resistance　of　the　EI－TRx　cell　line　to
　　　various　anti－cancer　drugs
・TX・DD・TX・ADR　5－FU臨88入鬼
E！r　46．s　s．1　1．s　s2．1　3．4　1．8　6．0　2．8TRx
Relative　resistance＝IC50　resistant　subline／lC50　parent　cell
line．
剤の癌細胞内濃度を下げ、薬剤耐性獲得に働くこと
を明らかにし、彼らはその糖タンパク質をPタン
パク質（P－9P）と命名した4）。その後・P－9Pをコー
ドする遺伝子が見つかり、多剤耐性との関連性から、
MDR－1（multidrug　resistance）と命名された5）・現在
まで抗癌剤多剤耐性関連因子としてクローニングさ
れたものはMDR－1以外にLRP，　MRPなど数種類し
かない。MDR－1はほとんどの抗癌剤耐性化に関連
すると当初は期待されたが、実際の関与は耐性化の
一部に過ぎない6－12）ことが明らかとなってきた。し
かし、パクリタキセルに関してはMDR－1が耐性関
連因子の一つとして働くという報告13一15）が多く、今
回耐性メカニズムの一つとして検討した。本実験で
は、EI－TRxのMDR－1発現がEIよりはるかに上昇
していたことから、MDR－1による細胞膜抗癌剤輸
送機能の促進がパクリタキセル耐性獲得の一因であ
ることが示唆された。
　一方、細胞内には様々な外因性有機化合物や生体
内で生じた親電子的な毒性物質の解毒に関与し、薬
物を不活性化するGSH（Glutathione），　GST（Glutathi－
one　S－Transferases）などの因子が存在し、実際、各
種抗癌剤に対する耐性株におけるGST活性上昇が
報告されてきた16’18）。更にBatistらは、多剤耐性の
乳癌細胞株を用いて、GST活性上昇が主にGSTπ発
現の増加によることを証明した19）。本研究において
も、EI－TRxのGSTπの発現レベルがEIより高いこ
とから、GSTπ過剰発現がEI－TRxのパクリタキセ
ル耐性の一因であると考えられる。
　細胞内微小管はα、βサブユニットから構成され、
パクリタキセルはそのうちβ一tubulinに結合20）して
抗癌作用を起こす。β一tubulinには1、　II、　III、　IVa、
IVb、　VIの5つのクラスがあり、ヒトではクラス1、
IVbはすべての組織に、クラスII、　III、　IVaは主に
脳組織に、クラスVIは血液生成組織に存在す
る21－23）。従来、パクリタキセル結合部位はクラス1
β一tubulinアイソタイプの第4エクソンのDNA配列
に位置するとされてきた24）。しかし、この結合部位
における遺伝子変異については異論があり、突然変
異とパクリタキセル耐性の関与を肯定するデータ25）
と関与を否定するデータ26－28）双方が存在する。
　一方、クラスIIIβ一tubulinのリン酸化は生体内で
の微小管集合を阻害し、その作用はパクリタキセル
により促進される29）。1997年、Kavallarisら30）は卵
巣癌のパクリタキセル耐性株におけるクラスIIl
β一tubulinの発現増加を報告した。クラスIII
β一tubulinの発現増加が薬剤耐性を調節する正確なメ
カニズムは、まだはっきりしていない。
　LuとLuduena3　Dは選択的クラスIIIβ一tubulin除去
がパクリタキセル誘発性微小管重合を促進すること
を示した。さらに、最近では、クラスIIIβ一tubulin
過剰発現による微小管の重合率低下が薬剤耐性を惹
起することが報告されている32）。またクラスIII
β一tubulinは微小管に対するパクリタキセル作用を抑
制し、微小管の動的不安定性を増やす33）34）。つまり、
クラスIIIβ一tubulinの発現増加による微小管の動的
不安定性増加によりパクリタキセルに対する感受性
が低下し耐性化が起こる。本研究においてもクラス
IIIβ一tubulin発現増加が認められたことから・EI－
TRxにおいてもクラスIIIβ一tubulinがパクリタキセ
ルの標的物質として働き、パクリタキセル耐性化の
一因になったと考えられる。
　また、他のアポトーシスと同様に、パクリタキセ
ル誘導性アポトーシスも、Bcl－2ファミリーによっ
て制御されることが知られている。Bcl－2ファミリー
はその機能からアポトーシスを促進するBax35）36）、
Bak37）、　Bad38）とアポトーシスを抑制するBcl－239－4D、
Bcl－XL42）などに分類される。パクリタキセルは
Bcl－2リン酸化に働き、更にパクリタキセルによっ
てリン酸化されたBcl－2はアポトーシスを促進する
と考えられている43一46）。本研究の結果から、Bcl－2
の発現増強よりBcl－2がパクリタキセル耐性化に関
与することが示唆された。
　また、紡錘糸形成チェックポイント（SAC：spindle
assembly　checkpoint）とはすべての姉妹染色体が微
小管と結合するまで染色体の分離進行を停止させる
機構であり、有糸分裂後期への進行を進める複合体
の活性化阻害物質を生産することによって、染色体
の正確な分配に関与していると考えられる。最近、
紡錘糸形成チェックポイントが紡錘体形成を障害す
る抗癌剤に対しての感受性と関連しているという報
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告がある47－49）。パクリタキセルが微小管を安定させ
有糸分裂期紡錘体の形成を妨害すると紡錘糸形成
チェックポイントが発動し、細胞周期を有糸分裂期
に維持して細胞死を誘導する50）51）。逆に、紡錘糸形
成チェックポイントが発動しなければ細胞のパクリ
タキセル感受性が低下し、パクリタキセル誘発性細
胞死の抑制により細干死に至らない49）。BUBRIは
紡錘糸形成チェックポイントの重要な構成要素であ
り、パクリタキセル耐性細胞ではBUBRI発現減少
により紡錘糸形成チェックポイント機能不全がある
という52）。本研究においてもEI－TRxではBUBRI
の発現減少を認め、BUBR1がEI－TRxのパクリタ
キセル耐性化に関与することが示唆された。
　各抗癌剤に対する感受性試験では、EI－TRxはパ
クリタキセル以外にもシスプラチン、アドリアマイ
シンなどの抗癌剤に対し全て耐性を認められた。細
胞膜輸送関連遺伝子でかつ多剤耐性関連遺伝子でも
あるMDR－1の発現増加がこの多剤耐性化の一因と
考えられる。詳細なメカニズムはさらなる検討が必
要であるだろう。
　以上、今回樹立したEI－TRxのパクリタキセル耐
性化には様々な因子の異常が関連していると考えら
れた。すなわち薬剤輸送、細胞内解毒作用の元進、
標的物質の発現変化、アポトーシス、紡錘糸形成
チェックポイントなどに関わる因子の異常により耐
性が発現したものと考えられる。因子の相互の関連
性などについては解析を進めているところである。
結 論
　本研究では、パクリタキセル耐性株EI－TRxを樹
立したが、その耐性メカニズムは多彩で複雑であり、
薬剤輸送、細胞内解毒作用の二進、標的物質の発現
変化、アポトーシス、紡錘糸形成チェックポイント
などに関わる様々な因子の異常が関連していると考
えられた。そして、薬剤輸送関連因子の発現変化が
本研究で認められた多剤耐性の主因の一つとなった
と考えられた。我々が調べた限りパクリタキセル耐
性の子宮体癌細胞株の報告は皆無であった。それゆ
えパクリタキセル耐性子宮体癌細胞株EI－TRxの樹
立及びそのメカニズムの解析は、抗癌剤耐性化に対
する新たな治療戦略の確立に寄与すると考える。
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Establishment　of　a　paclitaxel－resistant　endometrial　cancer　cell　line　EI－TRx　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　analysis　of　its　resistance　mechanism
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Abstraet
　　　　Paclitaxel　is　one　of　the　most　important　anticancer　agents　for　endometrial　cancer，　but　the　appearance　of　resistance　to　it　be－
came　a　large　problem　in　the　treatment　of　the　endometrial　cancer．　We　aimed　at　the　establishment　of　a　paclitaxel－resistant　cell
line　and　elucidation　of　the　paclitaxel　resistance　acquisition　mechanism．　The　paclitaxel　resistant　cell　line　EI－TRx　was　derived
from　the　endometrial　cancer　cell　line　EI　using　an　incremental　exposure　method．　The　IC50　for　EI－TRx　cell　line　showed　46．8－
fold　resistance　to　paclitaxel　in　comparison　with　the　parental　EI　cell　line．　ln　addition，　the　proliferation　ability　of　EI－TRx　de－
creased　and　the　invasion　ability　increased　more　than　EI．　lncreased　production　of　TPA，　SLX　and　LDH　were　recognized　in　the
supernatant　of　EI－TRx　culture．　ln　comparison　with　the　parental　EI　cells，　proliferation　ability　of　EI－TRx　was　decreased，　and　its
invasion　ability　increased．　The　expressions　ofresistance－related　gene　ofMDR－1，　GSTn，　Class　III　B－tubulin　and　Bcl－2　were　in－
creased　and　the　expression　of　BubRl　was　decreased．　EI－TRx　showed　the　cross－resistance　with　other　anticancer　drugs　such　as
Cisplatin，　Adriamycin　and　Etoposide．　It　is　conclude　that　the　establishment　ofthe　paclitaxel　resistance　cell　line　EI－TRx　contrib－
utes　to　the　development　ofthe　new　strategy　to　overcome　the　anticancer　drug　resistance　of　endometrial　cancer．
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